





























http://www.cqvip.com 





动 物 学 研 究 2003, Oct. 24 (5): 373~376 
Zoo0lopical Research 


CN 53 - 1040/Q ISSN 0254 - 5853 


钙 离 子 浓 度 对 光 瞳 适应 罗氏 沼 是 感光 细胞 
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摘要 : 以 光 适 应 和 暗 适 应 条 件 下 的 罗氏 沼 是 复眼 视网膜 为 材料 ， 分 别 用 高 钙 溶液 、 生 理 深 液 、 低 钙 溶液 年 
育 后 ， 用 蛋白 质 提取 液 提取 可 溶性 Gq 蛋白 a 亚 基 并 SDS-PAGE 电泳 ， 利 用 Tanon GIS 凝 胶 图 黎 处 理 系统 分 析 其 
含量 。 从 光 暗 条 件 下 3 种 溶液 钥 育 后 的 感光 细胞 中 都 提取 到 了 42 kDa 的 可 溶性 Gq 蛋白 a 亚 基 。 高 钙 溶 液 、 生 
理 溶液 、 低 钙 溶 液 镭 育 后 的 感光 细胞 中 可 溶性 Gq 蛋白 a 亚 基 的 含量 ， 光 适应 组 分 别 是 3.13%、3.09% 、 
3.03%; 暗 适 应 组 分 别 是 3.17%、3.06%、3.01%。 在 生理 溶液 和 低 鲈 溶液 中 ,该 蛋白 含量 光 适 应 组 大 于 上 暗 适 
应 组 ， 但 低 钙 溶液 的 光 适 应 组 与 暗 适 应 组 无 显著 差异 ; 在 高 钙 溶 液 中 ， 暗 适应 组 显著 大 于 光 适 应 组 ， 可 能 与 钙 
离子 反馈 调节 作用 有 关 。 
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Effects of Calcium Concentration on the Soluble Gq 
Protein & Subunit in the Photoreceptor Cell of 
Macrobrachium rosenbergi on Light 
Adaptation and Dark Adaptation 


FENG Zhi-guo, YUAN Wei-jia!, ZHANG Jun, XU Yan 


( College of Life and Environment Science, Shanghai Teachers University, Shanghai 200234, China) 


Abstract: After light and dark adaptation, the retina of the Macrobrachium rosenber was respective incubated in 
high calcium solution, physiological solution and low calcium solution. Soluble Gq a was extracted from the retina of the 
Macrobrachium rosenber with protein extract and was electophoresised by SDS-PAGE. The percent of the soluble Gq a was 
analyzed by Tanon GIS gel image disposal system. After the incubation in three solutions, the soluble Gq a in 42 kDa was 
all extracted from photoreceptor cell. The percent of the soluble Gq a in photoreceptor cell in high calcium solution, 
physiological solution and low calcium solution was 3.13%, 3.09% and 3.03% respectively on light adaptation and was 
3.17%, 3.06% and 3.01% respectively on dark adaptation. In physiological solution and low calcium solution, the 
percent of the protein on light adaptation was higher than that on dark adaptation, but in low calcium solution, the per- 
cent of the protein on light and dark adaptation was no significantly different; in high calcium solution, the percent of the 
protein on dark adaptation was higher than that on light adaptation. This was probably relevant to feedback regulation. 


Key words: Macrobrachium rosenberg; Photoreceptor cell; Soluble Gq protein a subunit; Calcium; Light adapta- 
tion; Dark adaptation 


Gq 蛋白 是 最 近 几 年 发 现 的 一 种 G 和 蛋白， 存在。 al，1995)、 歼 是 (Terakita et a，1996)、 罗 氏 沼 是 
于 章鱼 (Tsuda & Tsuda，1990)、 乌 贼 (Suzuki et 和 日 本 党 是 (Zhang et al，2001) 等 无 脊椎 动物 的 
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感光 细胞 中 。Gq 蛋白 亚 基 有 可 溶性 和 膜 结合 两 
种 形式 (Nartia et al，1999) ， 且 两 种 亚 基 分 子 量 一 
样 ， 都 是 42 kDa。 膜 结合 Gq 蛋白 a 亚 基 可 激活 乌 
贼 感光 器 中 的 磷脂 酶 C (PLC) (Tsuda & Tsuda， 
1990; Suzuki et al，1999) ， 在 光电 传导 过 程 中 起 分 
子 开关 和 信号 放大 的 作用 。Gq 蛋白 a 亚 基 的 移 位 
(Suzuki et a，1999)、PLC 与 Gq 蛋白 a 亚 基 偶 联 
(Terakita et a ，1996) 是 控制 光 感 受 器 敏感 度 的 重 
要 分 子 机 制 。 

光照 影响 Gq 蛋白 (Terakita et al 1996) 、Gq 蛋白 
a 亚 基 的 数量 及 分 布 (Terakita et al,1996) 。 钙 离子 
浓度 影响 光 感 受 器 的 光敏 感性 , 即 钙 离子 浓度 高 , 则 
敏感 性 下 降 ; 钙 离子 浓度 低 , 则 敏感 性 上 升 (Bolsover 
& Brown, 1985) 。 钙 离子 对 调节 光 感 受 器 的 适应 
性 、 对 膜 传导 性 的 改变 和 膜 电 位 的 改变 引起 的 兴奋 
电流 以 及 对 膜 电 位 的 上 升 都 有 影响 (Seckert & Stieve， 
1991 ;Fein & Lisman, 1975;Levy & Fein, 1985) 。 细 
胞 内 外 和 钙 离 子 浓度 的 不 同 也 能 够 影响 中 华 绒 歼 所 
(Yuan et al, 1999) 和 美洲 营 腹 神经 (Yuan et al， 
1998) 光 感受 器 的 结构 特征 。 而 钙 离 子 对 光 感 受 器 
中 G 蛋白 的 活性 有 无 影响 ?我 们 通过 光 暗 适应 条 件 
下 研究 罗氏 沼 是 感光 细胞 可 溶性 Gq 蛋白 a 亚 基 与 
细胞 外 钙 离 子 浓度 之 间 的 关系 ,试图 为 解答 这 一 问 
题 提供 基础 资料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

实验 用 健康 成 年 罗氏 沼 虾 (Macrobrachium 
rosenberg) 于 2003 年 3~4 月 多 次 购 自 上 海 消 河 泾 
农贸 市 场 。 试 剂 、 药 品 均 为 进口 分 装 或 国产 分 析 
纯 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 光 适 应 与 瞳 适应 处 理 ” 把 饲养 在 河水 中 的 
12 只 罗氏 沼 是 随意 平均 分 成 2 组 , 一 组 于 自然 光 
下 饲养 6h 后 在 自然 光 下 解剖 复眼 ; 另 一 组 于 全 暗 
的 环境 中 人 饲养 6h 后 在 微弱 的 红 光 下 解剖 复眼 。 取 
下 视网膜 放 人 孵育 杯 中 待 用 。 实 验 重 复 9 次。 
1.2.2 视网膜 在 3 种 溶液 中 的 孵育 参照 Stowe et 
al (1983) 的 方法 配制 生理 溶液 [NaCl 400，KCl 
10，CaCl, 2，MgSO4 2，HEPES 10， 葡 萄 糖 50 ( 单 
位 均 为 mmol/L; pH 7.3)]。 在 生理 溶液 中 加 入 50 
mmolL 的 钙 离 子 即 为 高 钙 溶 液 ; 在 生理 溶液 中 加 
人 50 mmolML 的 EGTA 即 为 低 钙 溶 液 。 将 活 的 视 网 





膜 分 别 放 入 生理 、 高 钙 和 低 钙 溶液 中 ， 再 把 3 种 溶 
液 中 暗 处 理 组 的 样品 用 遮光 纸 包 住 ， 均 放 在 4 名 下 
孵育 24 h。 
1.2.3 样品 处 理 ” 光 适应 组 的 视网膜 材料 从 3 种 
溶液 的 孵育 杯 中 取出 ， 各自 放 人 pH 7.5、 冷 冻 的 
含 蛋白 酶 抑制 剂 的 缓冲 液 [NaCl 110，KC1 300， 
MgCcl 50，a - 琉 基 乙醇 50，Tris-HC] S0，NaNa 2， 
PMSF 0.1，benzamidine 0.83，idoacetamide 1 (单位 
均 为 mmolML)] 中 勾 浆 后 ， 置 于 - 20 乞 冷 冻 过 夜 。 
解冻 之 后 ， 离 心 样 品 (12 000 r/min, 4 TT，30 
min) ， 取 上 清 液 。 

暗 适应 组 的 视网膜 于 微弱 的 红 光 (高 15 瓦 的 
红 灯 泡 约 0.5m) 下 做 上 述 处 理 。 
1.2.4 SDS-PAGE 电泳 ”分别 取经 3 种 溶液 处 理 的 
光 适 应 和 暗 适 应 的 样品 的 上 清 液 ， 加 等 量 的 样品 缓 
冲 液 混 合 ， 沸 水 浴 3 ~ 5 min 后 ， 进 行 SDS-PAGE 
(浓缩 胶 3% ， 分 离 胶 10%) 电泳 ， 用 0.25% 考 马 
斯 亮 蓝 R-250 染色 。 洗 脱 后 的 凝 胶 用 Tanon 软件 进 
行 扫描 。 
1.2.5 计算 分 析 利用 Tanon GIS 族 胶 图 像 处 理 系 
统 对 凝 胶 蛋 白 百 分 售 量 进行 分 析 。Gq 蛋白 a 亚 基 
在 总 蛋白 中 所 占 的 比例 由 公式 (pcgs x Scqa) / 
(p 总 蛋白 X S 总 蛋白 ) x 100% 计算 。 


2 结 果 


经 过 9 次 SDS-PAGE 电泳 重复 ， 得 到 的 结果 基 
本 一 致 。 图 1 是 其 中 一 次 的 实验 结果 。 从 该 电泳 图 
可 以 看 出 ， 标 准 蛋白 共有 6 条 带 ， 第 3 条 带 代 表 的 
是 分 子 量 为 43 kDa 的 蛋白 《图 1 Mr)。 光 适应 组 和 和 
暗 适 应 组 的 样品 ， 在 3 种 溶液 中 和 孵育 的 视网膜 感光 
细胞 蛋白 的 条 带 数 相同 ， 都 是 11 条 带 ， 主 要 集中 
在 97 与 43 kDa 之 间 ; 第 10 条 带 的 蛋白 分 子 量 在 
42 kDa 处 ， 高 钙 溶 液 、 生 理 溶液 、 低 钙 溶 液 钥 育 后 
的 感光 细胞 蛋白 在 此 处 都 有 较 明 显 的 条 带 (图 1: 
1~6)。 

用 Tanon GIS 凝 胶 图 像 处 理 系 统 对 9 次 实验 结 
果 进 行 分 析 后 ， 得 出 42 kDa 处 蛋白 含量 列 于 表 1。 
在 生理 溶液 和 低 钙 溶液 中 ， 该 蛋白 含量 光 适 应 组 大 
于 上 暗 适 应 组 ,但 低 钙 溶液 的 光 适 应 组 与 暗 适 应 组 无 
显著 差异 ; 在 高 钙 溶 液 中 ， 暗 适应 组 大 于 光 适 应 
组 ， 并 有 显著 差异 。 从 表 中 还 可 看 出 ， 无 论 是 光 适 
应 还 是 瞳 适应 ，42 kDa 处 细胞 中 蛋白 的 含量 随 细 有 跑 
外 的 钙 离 子 浓度 的 增加 而 升 高 。 
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Mr 3 讨 论 
dpDa) ~ 一 我 们 提取 可 溶性 Gq 蛋白 a 亚 基 的 方法 与 Zhang 
et al (2000) 相同 ， 并 且 在 光 和 上 暗 适 应 下 生理 溶液 
97—= 及 高 低 钙 洲 液 孵 育 的 视网膜 感光 细胞 中 都 提取 到 分 
66— Wi 子 量 为 和 2 kDa 的 感光 细胞 和 蛋白。 而 这 种 42 kDa 的 
蛋白 条 带 ， 经 免疫 印迹 确认 就 是 罗氏 沼 虾 光 感 受 器 
4 中 Gq 蛋白 a 亚 基 (Zhang et al，2000，2001)。 
无 论 是 在 光 适 应 还 是 在 暗 适 应 条 件 下 ， 罗 氏 沼 
30 一 em 是 感光 细胞 中 可 洲 性 Gq 蛋白 a 亚 基 的 含量 ， 高 钙 
溶液 > 生理 溶液 > 低 钙 溶液 ， 说 明细 胞 质 内 钙 离 子 
1 浓度 适量 升 高 可 促进 G 蛋白 三 聚 体 的 分 解 ， 形 成 
1 4 — sie 


图 1 罗氏 沼 是 感光 细胞 中 可 溶性 Gq 蛋白 
a 亚 基 的 电泳 图 

SDS-PAGE. of the soluble Gq a in the photoreceptor 

cell of Macrobrachium rosenbergi 
Mr: 低 分 于 量 标准 蛋白 ; 1 ~ 3: 光 适 应 ; 4 ~ 6: 瞳 适 应 ; 1， 
4: 高 钙 浪 液 ; 2，5: 生理 溶液 ; 3，6: 低 钙 溶液 。 箭 头 处 为 
42 kDa。 
Mr: the low molecular weight standard protein; 1 -3: light adapta- 
tion; 4 — 6: dark adaptation; 1, 4: high calcium solution; 2， 
5: physiological solution; 3, 6: low calcium solution. The posi- 
tion of the arrow is 4 2kDa. 


Fig.1 





a、B 和 YY 亚 基 ， 促 进 膜 结合 的 Gq 蛋白 a 亚 基 激发 
PLC， 膜 结合 的 Gq 蛋白 a 亚 基 进而 转化 为 可 溶性 
的 Gq 蛋白 a 亚 基 。 

感光 细胞 内 的 膜 下 满 泡 囊 被 认为 是 细胞 内 的 钙 
库 ， 在 光 刺 激 下 可 向 细胞 质 中 释放 钙 离 子 (Levy & 
Fein，1985) 。 当 感光 细胞 被 孵育 在 高 钙 溶 液 中 时 ， 
可 溶性 Gq 蛋白 a 亚 基 的 含量 却 出 现 了 暗 适 应 组 > 
光 适 应 组 。 这 种 现象 可 能 的 解释 是 : 在 光 刺 激 下 ， 
钙 库 向 细胞 质 中 释放 钙 离 子 ; 同时 高 钙 溶 液 中 的 钙 
离子 也 从 细胞 外 进入 。 二 者 均 使 细胞 质 内 的 钙 
离子 浓度 急剧 升 高 ,而 过 高 的 钙 离 子 浓度 对 膜 结 合 


表 1 三 种 溶液 中 罗氏 沼 是 感光 细胞 中 可 溶性 Gq 蛋白 a 亚 基 的 百 分 含量 
Table 1 Percent of the soluble Gq protein & subunit in the photoreceptor cell 
of Macrobrachium rosenbergi in the three solutions 





光 适 应 组 暗 适 应 组 
Light adaptation Dark adaptation 
高 钙 溶 液 High calcium solution 3.13+0.15% 3.17+0.14: 
生理 溶液 Physiological solution 3.09+0.14- 3.06+0.16° 
低 钙 溶液 Low calcium solution 3.03+0.16 3.01 +0.15t 


n =9， 上 标 字 母 不 相同 表示 差异 显著 (t test，P < 0.05)。 
n=9, values with different superscript are significantly different (1 test, P <0.05). 


Gq 蛋白 a 亚 基 催化 PLC 有 一 定 的 抑制 作用 ， 膜 结 
合 的 Gq 蛋白 a 亚 基 转 化 为 可 溶性 的 Gq 蛋白 a 亚 基 
的 数量 减少 ， 从 而 起 到 反馈 调节 作用 。 但 这 仅仅 是 
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